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 Studies on High Functionalization of Electrode Array Systems 
 for Electrochemical Bioassay and Material Evaluation 
 
ABSTRACT 
 Electrode array devices have been developed to improve a throughput of electrochemical measurements 
or obtain electrochemical images in real-time. Previously, the electrode array devices were fabricated 
two-dimensionally on a substrate, which interrupted integration of sensors by occupation of the substrate area. In 
this study, novel electrode array systems were developed for the integration and a breakthrough in 
electroanalytical methods. Basic approaches for the integration were inducing a local electrochemical reaction at a 
sensor point, innovating a signal processing method or using a large-scale integration (LSI) chip containing 
enormous switching elements. And then, the novel systems were applied to effective bioassay and material 
evaluation. 
 
Electrode array device with nanocavities for highly sensitive cell assay 
 A local redox cycling-based electrochemical (LRC-EC) system achieves high density and sensitivity of 
electrochemical sensors. Redox cycling is a chemical phenomenon of signal amplification by repeating oxidation 
and reduction reactions between close electrodes (Fig. 1). The LRC-EC system consists of m × n sensors with 
only m + n electrode leads. In this study, I focused on improving the sensitivity by fabricating nanocavities in the 
sensor microwells for inducing highly effective redox cycling. The nanocavities with the height of 230 nm 
between top and bottom electrodes were fabricated by etching a Cr sacrificial layer. The present device contains 4 
× 4 sensor microwells, which can be applied to cell-screening and cell-trapping. The device successfully worked 
for evaluation of embryoid bodies (EBs) from mouse embryonic stem (ES) cells by the electrochemical detection 
of alkaline phosphatase (ALP) activity in EBs. The current density was amplified about 21 times compared to a 
conventional electrode array based on the 
LRC-EC system. Moreover, EBs were 
successfully trapped in the sensor microwells by 
dielectrophoresis (DEP) using an ITO electrode 
put onto the device. Therefore, the electrode 
array device with nanocavities is useful for 
high-throughput cell screening. 
 
Digital measurement system for integration of electrochemical sensors 
 Conventional approaches for the integration of electrochemical sensors were an incorporation of 
switching circuits into the device system for locally changing electrode potentials and reading currents, such as 
the LRC-EC system. However, the approaches still remained a challenge such as areas needed for lots of electrode 
leads. In this work, a novel processing method of electrochemical signals was proposed as the solution of 
decreasing the number of electrode leads. The processing method converts a normalized electrochemical signal to 
digital data based on the binary system, which can be applied to incorporate enormous sensor points onto one 
Fig. 1  Electrode array device with nanocavities inducing 
local redox cycling (ref. [1]). 
 
working electrode (Fig. 2). The electrode array 
device with 4-, 2- and 1-mm2 sensor electrodes on 
one working electrode was fabricated on a glass 
substrate. The device successfully implemented 3 × 
3 droplets assay of 2 mM potassium ferrocyanide 
solution. In addition, glucose was detected using the 
device with glucose oxidase (GOx) modified sensors. 
Therefore, the novel processing method of electrochemical signals is demonstrated as a valuable approach for 
high integration of sensors without switching circuits. 
 
Functionalization of an amperometric imaging system using an LSI-based device 
 Bio-LSI is an LSI-based electrochemical device monitoring electrochemical reactions in real-time (Fig. 
3(A)). A previous measurement system of the Bio-LSI can detect only one chemical specie because of applying 
one selected potential to all 400 electrode sensors. In the present study, a novel electrochemical imaging system 
for simultaneously detecting multiple biomolecules was 
developed using the Bio-LSI (Fig. 3(B)). In this system, 
electrochemical signals from two different chemical species 
were displayed as a multicolor electrochemical image with 
two color scale bars. The system was implemented using a 
mode-selectable function of the Bio-LSI which can apply two 
different potentials (V1 and V2) individually to selected 
sensors. The new system was successfully applied to 
measuring ALP and GOx activities of enzyme membranes at 
one time. Moreover, dopamine release and respiratory activity 
of PC12 cell aggregates were successfully monitored in 
real-time simultaneously. The imaging system is worth for an 
effective bioanalytical method to explore complex biological 
phenomena in real-time. In addition, another new imaging 
system was also developed for sharpening electrochemical 
images in this study. 
 
Potentiometric bioimaging using an LSI-based device 
 Amperometric measurements induce electrochemical reactions on electrode sensors, which results in 
production or consumption of molecules and harmful effects for biological samples possibly. On the contrary, 
potentiometric measurement are beneficial for bioimaging because chemical species are not consumed or 
produced during the measurements. Therefore, there is no effect on bioactivity and the measureable signal is 
sustained. In this study, the potentiometric measurement mode of the Bio-LSI was applied to the detection of GOx 
and ALP activities. The enzyme activities were quantitatively measured in the ranges of 25 to 250 μg mL-1 and 
Fig. 3  (A) Bio-LSI. (B) Conventional (left) 
and new (right) measurement systems (ref. [3]). 
Fig. 2  Concept of digital measurement system for 
droplets assay (ref. [2]). 
 
0.10 to 5.0 ng mL-1, respectively. Furthermore, GOx activity in alginate hydrogels and the ALP activity of EBs 
were successfully imaged based on detecting the open circuit potentials of individual sensors in real-time. The 
potentiometric bioimaging using the Bio-LSI is useful for the non-invasive and long-time bioanalysis. 
 
Application of an LSI-based device for material evaluation 
 Electroanalytical method can be applied to measuring material properties such as catalytic activity and 
surface charge. In particular, a feedback mode-based electrochemical approach by scanning a probe electrode 
achieves to image the topography of material surfaces. Although the method acquires electrochemical images at 
high resolution, it is difficult to search the properties rapidly for a 
large area. Thus, an electrode array device, that is the Bio-LSI 
with 400 sensors, was applied to the feedback mode-based 
imaging because of reading signals quickly from a large area (Fig. 
4(A)). A glass substrate modified with insulating materials (SU-8) 
was placed onto the device to get currents from the substrate 
surface using negative feedback signals. The topography of the 
substrate was successfully imaged, indicating that the feedback 
mode-based electrochemical imaging with Bio-LSI is useful to 
characterize large-area material surfaces (Fig. 4(B)). The imaging 
of surface charges was also possible using the Bio-LSI. The 
imaging system using an electrode array device becomes a 




 Novel electrode array systems based on an LRC-EC system, a digital measurement system or a Bio-LSI 
system were developed to integrate electrochemical sensors and to seek a breakthrough in electroanalytical 
methods. These systems were successfully applied to bioassay and material evaluation. Although each 
measurement system has different characteristics, we will be able to effectively apply the system to bio- and 
material-samples under selecting an optimal system for the samples. 
 
References 
[1] Y. Kanno, K. Ino, H. Shiku, T. Matsue, Lab Chip, 15, 4404-4414, 2015. 
[2] K. Ino, Y. Kanno, Y. Yamada, H. Shiku, T. Matsue, “Digital electrochemical detection based on binary number system using 
single working electrode consisting of several sensors”, submitted. 
[3] Y. Kanno, K. Ino, H. Abe, C. Sakamoto, K. Y Inoue, M. Matsudaira, A. Suda, R. Kunikata, H. Shiku, T. Matsue, 
“Electrochemicolor imaging using an LSI-based device for multiplexed cell assays”, in preparation. 
[4] Y. Kanno, K. Ino, K. Y. Inoue, M. Şen, A. Suda, R. Kunikata, M. Matsudaira, H. Shiku, T. Matsue, “Feedback mode-based 
electrochemical imaging of conductivity and topography for large substrate surfaces using an LSI-based amperometric chip 
device with 400 sensors”, J. Electroanal. Chem., 741, 109-113, 2015. 
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ガス分析装置の火星への運搬を計画したアメリカ宇宙航空局（National Aeronautics and Space Administration; 




に操作する事を目的とした研究分野は、その後の 1989 年 Transducers ‘89 国際会議でチバガイギー社（現
ノバルティス社）の Mnatz 教授によって Micro-Total Analysis Systems（μTAS）として提唱されている[2]。





















































1. 3. 1 電流計測 
 




Fig. 1. 1  Principles of electrochemical imaging. Electrochemical 
imaging by a) using an electrode array device and b) scanning a 
probe electrode (ref. [14]). 
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1) 系の初期診断  
未知の系（新規な物質、電極材料、溶媒等）に適用し、全体のおよその姿（電極反応が進む電位、反
応速度、付随する化学反応の有無、析出・溶解等）を掴む。 
2) 電極のキャラクタリゼーション  
電極表面の原子配列や吸着種の有無などに敏感なため、電極表面状態の確認に役立つ。 











I = nFAD (dc / dx)x = 0 …（1. 1） 
 





限なく伸びていく（Fig. 1. 2(A)）。拡散層の厚さ δは次式で表せ、時間 t の経過と共に（t）1/2に比例して厚
くなるが、実際は対流の影響があるため 500 μm 以上成長せず有限である[16]。 
 











I lim = 4nFcDa …（1. 3） 
 
また、マイクロウェル（半径 a、高さ L）の底面に配置された微小ディスク電極の場合は次式で表される
（Fig. 1. 2(C)）[17]。 









ΔEp = Epa - Epc = 2.218 RT / nF …（1. 5） 
 
Epa は酸化ピーク電位、Epc は還元ピーク電位、R はアボガドロ定数、T は絶対温度を示す。目安として、





Fig. 1. 2 Diagram of diffusion forms. (A) Linear diffusion around a macroelectrode. (B) Spherical diffusion around a disk 
microelectrode. (C) Spherical diffusion around a disk microelectrode at the bottom of a microwell. 
 
 



















Fig. 1. 3 Chronoamperometry. (A) Applied 
potential wave. (B) Current curve. 
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Fig. 1. 4  Electrochemical signals of the redox cycling. (A) Diagram of the redox cycling. (B, C) Current signals at generator 
and collector electrodes inducing the redox cycling. Typical examples of cyclic voltammograms (B) and chronoamperograms 
(C). 
 










































Fig. 1. 5  Diagram of self-induced redox cycling. 
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1. 4 多点計測システム 
 





を追加する必要がある上、n 個の測定点に対して n 本のリード電極を要する。 
 この課題の解決のために我々のグループは以前、少ないチャンネル数で多数の測定点を構築可能な新規
計測システムを開発してきた[38-42]。電気化学シグナルを読み出すために印加電位を切り替え、複数の電




ックスサイクルを誘起して計測する事から Local redox cycling-based electrochemical （LRC-EC）計測シス





2) 縦 1 列目の電極電位を酸化する電位に変化（＊縦 1 列目の全点でレドックスサイクルが誘導）（Fig. 1. 
6(A)） 
3) 横 1 行目のみを計測ライン（還元する電位を印加）に切り替え、横 1 行目の電流値を検出（＊この時
レドックスサイクルが誘導されるのは横 1 行目のうち縦 1 列目の 1 点のみであり、その点におけるレ
ドックスサイクル由来の電流値を取得） 
4) 計測ラインを横 2 行目に切り替え、縦 1 列・横 2 行目の電流値を取得（Fig. 1. 6(B)） 
5) 3, 4) を繰り返す事でレドックスサイクル由来のシグナルを縦 1 列全点で取得（Fig. 1. 6(C, D)） 
6) 縦 1 列目の電極電位を還元する電位に変化させ、縦 2 列目の電極電位を酸化する電位に変化（Fig. 1. 
6(E)） 
7) 3-6) を残る測定点で繰り返し行い全点のシグナル取得（Fig. 1. 6(E, F)） 
 
2, 3) 間および 3, 4) 間の時間をそれぞれ t1および t2とする。これらパラメーターは任意に設定でき、全点
からのシグナル取得時間を決定する。 
 




Fig. 1. 6 Schematic diagram of LRC-EC system (ref. [33]). A multichannel potentiostat consisting of three working (WE1, WE2, 
and WE3), single counter (CE) and single reference electrodes (RE) is used. A switch matrix changes the connection of the row 
and column electrodes to WE1, WE2, and WE3 in order to control the potentials of the row and column electrodes. Potential control 
and data acquisition are performed by the row electrodes. The column electrodes are used only for potential control. Red arrows 
represent a detection point. Firstly, reduction potential is applied at all electrodes. (A) The first column electrode is then stepped 
from reduction potential to oxidation potential. An oxidant is then reduced back to a reductant at the row electrodes. After currents 
get stable, the reduction current at the first row electrode is obtained. (B) By changing the electrodes though the switch matrix, the 
reduction current at the second row electrode is then acquired. (C-E) After the responses at the first column electrode are acquired, 
the potential for the first column electrode is stepped back from oxidation potential to reduction potential, and the potential for the 
second column electrode is stepped from reduction potential to oxidation potential, so that the currents at the detection points of 




1. 4. 2 大規模集積回路を用いたシステム 
 




そのため、レドックスサイクルを誘起しない化学種も検出できる。K. Nakazato らのグループも同様に LSI
チップを利用した電流計測型イメージングセンサを開発しており、チップ上の作用極および対極間でレド
ックスサイクルを誘導し拡散層の成長抑制および電流増幅にも成功している[43, 44]。その他、DNA/RNA
アッセイ[45, 46]や神経伝達物質解析[47, 48]、バイオフィルム解析[49, 50]などに応用したセンサも数多く





 本論文の第 5-7 章では、LSI の一種である CMOS（Complementary Metal Oxide Semiconductor）を利用し、
そのチップ上に電極アレイを形成した Bio-LSI の作製とバイオイメージングへの応用を行った。Bio-LSI は
これまで、第一世代と第二世代の二種類が開発されている[51, 52]。これらの大きな違いとして、第一世代
Bio-LSI は全点一律でしか電位制御を行えなかったが、第二世代 Bio-LSI では各測定点をアドレス指定で
電位制御可能な点が挙げられる。これは、CMOS 回路に新たに D/A コンバーターとスイッチング素子を
導入した事に起因する。LSI の回路設計は株式会社トッパン・テクニカル・デザインセンターが設計し、
Semiconductor Manufacturing 
International Corporation (SMIC) 社にて








LSI のデバイス特性を Table 1. 1 に示
す。後述する測定レンジのプログラム
によるが、全測定点からシグナルを最
速 18 ms で読み出す事が可能である。 
 
 
1. 4. 2. 1 Bio-LSI の測定モード 
 
 第二世代 Bio-LSI では第一世代とは異なり、電流および開回路電位計測が可能な上、各測定点で 4 つの
測定モードからモードを選択できる（Fig. 1. 8(A-D)）[52]。なお、各モードは電極毎に PC 上で設定できる。
第一世代 Bio-LSI では Fig. 1. 8(E)に示す通り、D/A コンバーターが組み込まれておらず全点一律でしか電
位制御を行えなかった。 
 V1, V2 モード： 電流計測モード（2 種類の電位（V1, V2）を選択的に印加可能） 
 Electrometer（EM）モード： 開回路電位計測モード（必ず測定点 1 つを V1 モードに選択する必要あり） 
 OFF モード： 電極を回路から分離するモード 
 
Number of working electrodes 400
Arraangement 20×20 array with 250 μm pitch
Surface materials Pt or Au
Current detection range 100, 10, 1 or 0.1 nA
Shape (standard) 18 or 40 μm
Table 1. 1  Specification of Bio-LSI 
Fig. 1. 7 Photographs of Bio-LSI (2nd generation) (ref. [53]). 




Fig. 1. 8 Diagram of measurement modes. (A) V1 mode. (B) V2 mode. (C) Electrometer mode. (D) Off mode. (E) Previous 
version (G1 Bio-LSI). 
 
 





V = I R …（1. 7） 
 
ここで、V：電圧（V）、I：電流値（A）および R：抵抗値（Ω）である。ポテンショスタットは抵抗器を I-
V コンバータに用いて電圧信号を読み出す。例えば±1 V で読み出し 1 pA の微小電流を検出するには 10 
GΩ という非常に抵抗値の高い抵抗器が必要となる。しかし、このような抵抗器は LSI の大面積を占有す
るため搭載が困難であった。 




V = Q / C = ʃI dt / C …（1. 8） 
 
ここで、V：キャパシタ間の電圧（V）、Q：キャパシタに蓄積される電荷（C）、C：静電容量（F）、I：作




させる事で、広い測定レンジでの計測を可能とした。1, 10, 100 nA（以下 1 - 100 nA）レンジと、0.1 nA レ
ンジの測定プログラムは異なる。各測定プログラムについて Fig. 1. 9 に示す。 
 1 - 100 nA レンジの測定プログラムは、キャパシタ間の電位の読み出しを 1 列ごとに 50 µs 間隔で N 回
繰り返し、蓄積した電荷量の時間に対する傾きから電流値を求める（Fig. 1. 9(A)）。N 回の測定後、キャパ
シタのスイッチを ON にして電荷をキャンセルし、次の列で同様の処理を行う。各列 N 回の読み出しを全
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20 列で行う事で、400 点分の電流値を取得する。各電極の電流値は N 点の時間-電荷曲線により計算され
る。N の値は 1-100 nA レンジでそれぞれ 84, 24, 4 であり、400 点の電流値はそれぞれ N ms 以内に取得で
きる（データ処理時間も含めるとそれぞれ 120, 47, 18 ms 以内に取得）。 
 0.1 nA レンジの測定プログラムでは極めて微小な電流を検出するために、長時間かけてキャパシタに電
荷を溜める必要がある。1 - 100 nA レンジのプログラムと同じ手法で電荷を溜めると N 値が大きくなり、
1 列目と 20 列目の測定に大きなタイムラグが生じるため、これを解決する必要がある。そこで、1 列目の
電圧読み出しを 1 回行った後、電荷をキャンセルせずに隣の列の電圧読み出しに移行し、全 20 列の電圧
を読み出す（Fig. 1. 9(B)）。そして、電荷をキャンセルせずに再度 1 列目から同じ作業を計 25 回繰り返す
手法を採用した。電荷のリセットは全列で計 25 回電位を読み出した後行う。この手法では、1 列の読み出
しにかかる時間はスイッチングノイズを防ぐための待機時間を含め 200 μs 必要である。したがって、全列
の読み出しは 4 ms 毎に行われ、電圧を計 25 回読み出すため、400 点の電極を 100 ms で計測できる（デー
タ処理時間も含めると 125 ms 以内に取得）。なお、1 列目と 20 列目のタイムラグは 3.8 ms である。仮に
1 - 100 nA レンジと同様の手法で電荷を溜める（各列で 100 ms 蓄積する）と、全列から電圧を読み出すの
に N = 2000 すなわち 2000 ms 必要であり、1 列目と 20 列目のタイムラグは 1900 ms となる。各電極の電
流値は 25 点の時間-電荷曲線により計算される。  
 
 
Fig. 1. 9  Diagrams to explain the read-out programs for wide-range detection (ref. [51]). (A) 1, 10 and 100 nA range mode. (B) 
0.1 nA range mode. 
 
 
1. 4. 2. 3 Electorochemicolor イメージング法 
 
 本項の内容は、“Electrochemicolor imaging using an LSI-based device for multiplexed cell assays”という題目
で学術論文として投稿中（2017 年 1 月 20 日現在）であるため、その要約のみを示す。 
 





学種の同時計測が困難だった。一方、第二世代 Bio-LSI では V1, V2 モードを利用する事で 2 種類の電気化
学活性種を同時にモニタリングできる。そこで、隣接する電極で異なる電位となるよう電位印加し、シグ
ナル処理を行う事で蛍光イメージの重ね合わせ画像のように 2 種類の化学種を同時表示できる
Electrochemicolor イメージング法が可能である[53, 54]。 
 
 
1. 5 生体関連分子検出 
 
1. 5. 1 アルカリホスファターゼ 
 
 アルカリホスファターゼ（ALP）はモノリン酸エステル化合物の加水分解酵素であり、至適 pH が塩基
性側にある。肝臓や骨芽細胞をはじめ種々の組織細胞に存在しており、大部分は細胞膜上に局在している。
また、その活性は骨形成[56]や幹細胞の分化状態[57]など様々な指標として扱われている。本論文では、電
極アレイを用いてマウス胚性幹（ES）細胞由来の ALP 活性を計測し ES 細胞の未分化状態スクリーニング
へ応用した。ALP 活性を電気化学的に検出する際、酵素反応の生成物を電気化学的に検出するのが一般的
である。そこで、生成物が電気化学活性を示すような基質分子の選択が重要である。下記 Table 1. 2 の基
質分子が例として挙げられる。 
 
Table 1. 2  Substrates and products for the enzyme reaction of ALP. 
Substrates Products 
L-Ascorbic acid phosphate（AAP）[58] L-Ascorbic acid（AA） 
p-Nitrophenyl phosphate（PNPP）[59] p-Nitrophenol（PNP） 
Ferrocene ethyl phosphate ester（FcEtOPO32-）[60, 61] Ferroceneethanol（FcEtOH） 
4-Amino-2,6-dichlorophenyl phosphate （2,6-DCPAPP）[62] 4-Amino-2,6-dichlorophenol（2,6-DCPAP） 
p-Aminophenyl phosphate（PAPP）[55, 63-66] p- Aminophenol（PAP） 
 
基質分子の選択で注意すべき点の一つは、電気化学反応の可逆性である。AA や PNA は不可逆性を示すた
め、レドックスサイクルを誘導する測定系には AAP と PNPP は適さない。また、試薬入手の観点からは
FcEtOPO32-および 2,6-DCPAPP は一般に入手困難であり自ら合成する必要がある。対して PAPP は PAP が
電気化学的に可逆性を示す上、入手が容易である。そのため、本論文では ALP による酵素反応の基質と
して PAPP を選択した。 
 PAPP を用いた測定原理を以下に示す。基質である PAPP は ALP による酵素反応でリン酸基を失い PAP
となる（Fig. 1. 10）。次に、生成された PAP が電気化学的に酸化されると p-キノンイミン（QI）となる。
この酸化電流値を読み取る事で ALP 活性を測定できる。また、QI は PAP へと電気化学的に還元できるた
めレドックスサイクルを誘導可能である。ゆえに、レドックスサイクル由来の増幅されたシグナルを検出
し ALP 活性を測定する事も可能である[64, 65]。 
 




Fig. 1. 10  Electrochemical reaction for the detection of ALP using PAPP. 
 
 









料で酸素の還元反応（-0.50 V vs. Ag/AgCl）が異なるので注意が必要である。 
 
Pt 電極[67-71]： O2 ＋4H+ +4e－ → 2H2O …（1. 9） 
Au 電極[42, 72]： O2 ＋2H+ +2e－ → H2O2  …（1. 10） 
 
 




シダーゼ（Glucose oxidase; GOx）もしくはグルコースデヒドロゲナーゼ（Glucose dehydrogenase; GDH）を
利用し検出できる[73, 74]。今回は GOx を用いたグルコース検出に関して述べる。GOx の活性部位には補
酵素 FAD（Flavin adenine dinucleotide）が強く結合しており、下記の式に従い β-D-グルコースの酸化に伴
い FAD が FADH2になる。 
 
β-D-グルコース（C6H12O6）+ GOx（FAD+）  






β-グルコノ-δ-ラクトン（C6H10O6）+ H2O  
  → D-グルコン酸（C5H11O5 -COOH） 











GOx（FADH + H+）+ O2 → GOx（FAD+）+ H2O2  …（1. 13） 
 
電極上に酵素膜として GOx が存在する場合、電極に供給される酸素量が減少するため、酸素還元電流値











三世代バイオセンサと呼ばれている（Fig. 1. 11(C)）。本論文では第二世代バイオセンサの原理（式(1. 14)）
を応用し、第 4 章ではグルコース検出、第 6 章では GOx 活性測定を行った。 
 
 
Fig. 1. 11  Diagram of enzyme electrodes. (A) First, (B) second and (C) third generation biosensors. 
 
 











 ドーパミンは、下記のように電気化学的にドーパミン-o-キノンへ酸化し検出可能である（Fig. 1. 12）[79]。







Fig. 1. 12  Electrochemical reaction of dopamine. 
 
 






（Fig. 1. 13(A)）。対して分極率が微粒子＜溶媒の場合、外部電場と逆向きの双極子が誘起される（Fig. 1. 
13(B)）。この際、外部電場が不均一であると微粒子の両端に形成される電荷分布に差が生じ、この差が微
粒子の移動の駆動力となる。この現象を誘電泳動（Dielectrophoresis; DEP）と呼ぶ。粒子の分極率が大きく
微粒子が電場強度の強い方向に引き寄せられる正の誘電泳動（Positive (p)-DEP）（Fig. 1. 13(C)）と、溶媒





FDEP = 2π εm a3 Re [K] ∇|E|2 …（1. 15） 
 
a は粒子の半径、εmは溶媒の誘電率、E は電場強度を示す。また、K は次式で表せる Clausius-Mossotti（CM）
因子として知られ、Re [K]は CM 因子の実数部を示す。 
 




ε = ε - (σ/ ω) j …（1. 17） 
 
σは導電率、ωは角周波数、j は虚数単位を示す。CM 因子は誘電泳動力の方向を決定する重要な因子であ
り、CM 因子の実部が正の場合 p-DEP が、負の場合 n-DEP が作用する。CM 因子は周波数に依存するた
め、外部から印加する交流電場の周波数を変化させる事で簡便に作用する力の方向を調節できる。 
 




Fig. 1. 13  Diagram of DEP. (A, B) Behavior of a particle at uniform electric field. (C, D) Behavior of a particle at non-uniform 
electric field. (A) When real part of Clausius-Mossotti function (Re[K]) is positive, direction of dipole moment of the particle 
toward higher electric field. (B) When Re[K] is positive, direction of dipole moment of the particle toward lower electric field. (C) 
When Re[K] is positive, a DEP force moves the particle toward higher electric field. The DEP is designated as positive DEP (p-














第 3 章 高感度細胞アッセイに向けたナノ空間電極アレイの開発  
 格子状に配置した電極の交差点でレドックスサイクルを局所誘起する LRC-EC システムを取り入れる






（EB）の ALP 活性とした。また、本デバイスで細胞操作システムも展開した。ITO 電極と電極アレイ間で
正の誘電泳動を行い、EB のセンサ部分の捕捉を行った。 
 
第 4 章 電極アレイの大規模集積化に向けたデジタル計測システムの構築 














第 5 章 LSI 型電極アレイを用いた電流計測による新規イメージング法の開発 




ス ES 細胞塊、PC12 細胞塊を対象に行った。上記サンプルは酸化電流と還元電流を同時に読み取って解析











ALP を対象に測定を行った。最終的に、三次元培養細胞である EB の ALP 活性イメージングへ応用し、本
イメージングシステムの有効性を確認した。 
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Instruments Mikrotechnik GmbH, Germany）を用いて作製した。 
 業者への委託においては、Vectorworks2011（エーアンドエー株式会社）を用いて図面を作成後、DXF（テ
キスト形式）ファイルに変換しデータを送付した。 
 本学のレーザー描画装置を用いる場合も上記同様 DXF ファイルを作成し、備え付けの PC へ転送する
準備をした。その後、以下の手順に従いマスクを作製した。 
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① 2.5 inch Cr マスクブランクス（アルバック成膜株式会社）（洗浄無し）を 145 ℃（5 min）でベーク処
理し室温放冷 
② OFPR800-15 cp（東京応化工業株式会社）を 500 rpm（5 s）, 4000 rpm（30 s）の順にスピンコート 
③ 90 ℃（30 min）で基板をベーク処理し室温放冷 
④ レーザー描画装置使用（＊マニュアルに従う事） 
⑤ NMD-W 2.38%（東京応化工業株式会社）で現像（110 s）し、蒸留水で 2 回リンス後に乾燥 
⑥ 光学顕微鏡（VHX-1000, 株式会社キーエンス）でレジストパターンの確認 
⑦ 145 ℃（30 min）で基板をベーク処理し室温放冷 
⑧ 17.4 g 硝酸二アンモニウムセリウム（Ⅳ）（和光純薬工業株式会社）, 6.07 mL 60% 過塩素酸（和光純
薬工業株式会社）および 100 mL 超純水（Milli-Q ろ過システム（Millipore, USA）で作製）を混合し
て Cr エッチャントを調製 











去が挙げられる。また O2プラズマ処理は洗浄以外に、基板表面の親水化を目的にも利用した[2, 3]。 
① 基板を染色バットに入れ超純水を注ぎ 10 min 超音波洗浄 
② 液をアセトンに交換し 10 min 超音波洗浄 
③ 液をイソプロパノールに交換し 10 min 超音波洗浄 
④ 基板を回収し乾燥後、プラズマリアクター（PR301, ヤマト科学株式会社）で 10 s O2プラズマ処理 
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Fig. 2. 1  Reaction mechanism of the NQD-novolac photoresist. (A) Synthesis reaction of the novolac resin. (B) Photochemical 






はその例である。後者の場合、本研究では LOR 15A（MicroChem Co., USA）をポジ型レジスト下部に塗布
して行った（Fig. 2. 2）。 
 
 
Fig. 2. 2  Illustration of the lift-off processes by forming the overhang structure. (A) Development of LOR and photoresist and 
formation of the overhang structure. (B) Deposition of metals. (C) Residual of metals after lift-off processes. 
 
 本研究における各種ポジ型レジストを用いた金属パターニング工程を以下に記す（Fig. 2. 3）。 
 
MICROPOSIT™ S1818™（ローム・アンド・ハース電子材料株式会社） 
① 基板を O2プラズマ処理（10 s） 
② OAP（東京応化工業株式会社）（3000 rpm, 30 s）, S1818（3000 rpm, 30 s）の順にスピンコート 
③ 65 ℃（1 min）, 95 ℃（5 min）, 65 ℃（3 min）の順にプリベーク後、室温放冷 
④ クロロベンゼン（和光純薬工業株式会社）に 10 s 浸漬 
⑤ クロロベンゼン除去後、蒸留水で 2 回リンス 
⑥ UV 露光（14 s） 
⑦ MICROPOSIT™ MF CD-26 DEVELOPER（ローム・アンド・ハース電子材料株式会社）で現像（6 min、
現像具合で適宜調整） 
⑧ 蒸留水で 2 回リンス 
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OFPR-800LB 200 cp（東京応化工業株式会社） 
① 基板の O2プラズマ処理（10 s） 
② OAP をスピンコート（3000 rpm, 20 s） 
③ 90 ℃（90 s）でプリベークし室温放冷 
④ LOR 15A（MicroChem Co., USA）をスピンコート（3000 rpm, 20 s） 
⑤ 65 ℃（1 min）, 185 ℃（5 min）, 65 ℃（3 min）の順にプリベーク後、室温放冷 
⑥ OFPR-800 200 cp をスピンコート（3000 rpm, 20 s） 
⑦ 65 ℃（1 min）, 110 ℃（3 min）, 65 ℃（3 min）の順にプリベーク後、室温放冷 
⑧ UV 露光（30 s） 
⑨ NMD-W 2.38%で現像（8 min）（＊NMW-D に長時間浸漬すると、Al パッドがダメージを受ける） 
⑩ 蒸留水で 2 回リンス 
⑪ 145 ℃でハードベーク（30 min） 
⑫ O2プラズマ処理（10 s） 
⑬ スパッタリング 
⑭ リフトオフ 




⑯ 金属が概ね剥がれたら、予め加熱してある新しい 1165 へ移動 
⑰ 金属が全て剥離するまで十分加熱後、1165 内で放冷 




185 ℃ベーク前：アセトンで洗浄 →イソプロパノールでリンス →目視確認 →OAP（②）から 
185 ℃ベーク後：1165 で剥離 →イソプロパノールでリンス →目視確認 →OAP（②）から 
 




Fig. 2. 3  Device fabrication process with positive photoresist. (A) A glass or silicon substrate is used for device fabrication. (B) 
The substrate is coated with the photoresist. (C) The photoresist is exposed to UV light thorough a photo mask. (D) The photoresist 
is developed. (E) A metal layer is deposited. (F) Finally, the metal layer is removed in a lift-off process. 
 
 
2. 2. 4 ネガ型レジストによる絶縁体パターニング 
 
 本研究において、絶縁体パターンを作製する際にはネガ型フォトレジストを用いた。今回使用したネガ
型レジストである、エポキシ系の SU-8 フォトレジストにおける反応機構を Fig. 2. 4 に示す[8]。SU-8 フォ
トレジストには Fig. 2. 4(A)に示したエポキシ樹脂（SU-8 の“8”は 8 つのエポキシ基に由来）と、Fig. 2. 
4(B)に示したアンチモン化合物が含まれている[9, 10]。アンチモン化合物は光により酸（光酸）を発生す
る光酸発生剤として機能する。光照射後、ポストベークにより光酸が触媒する架橋反応が進行し、現像液
に対して不溶性の絶縁体が形成される（Fig. 2. 4(C)）[4]。 
 
 
Fig. 2. 4  Reaction mechanism of SU-8 photoresist. (A) Molecular structure of SU-8 resin. (B) Photochemical reaction of the 
photoinitiator (a mixture of triarylsulfonium salts of hexafluoroantimonate) (A- = SbF6-). (C) Cross-linking reaction initiated by 
photoacid. 
 
 本研究における SU-8 フォトレジストを用いた絶縁体パターニング工程を以下に記す（Fig. 2. 5）。 
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SU-8 シリーズ（MicroChem Co., USA） 
① 基板の O2プラズマ処理（10 s） 
② SU-8 3005（or 3050）をスピンコート（3000 rpm, 30 s）（＊膜圧に応じて回転速度調整） 
③ プリベーク 
SU-8 3005… 65 ℃（1 min）, 95 ℃（5 min）, 65 ℃（3 min）, 室温放冷の順 
SU-8 3050… 65 ℃（1 min）, 95 ℃（45 min）, 65 ℃（3 min）, 室温放冷の順 
④ UV 露光 
SU-8 3005… 250 counts 
SU-8 3050… 350 counts 
⑤ 65 ℃（1 min）, 95 ℃（5 min）, 65 ℃（3 min）の順にポストベークし、室温放冷 
⑥ SU-8 Developer（MicroChem Co., USA）で現像 
SU-8 3005… 5 min 
SU-8 3050… 14 min（現像具合で適宜調整） 
⑦ イソプロパノールで 2 回リンス 
⑧ 180 ℃でハードベーク（30 min）し室温放冷 
 
 
Fig. 2. 5  Device fabrication process with negative photoresist. (A) A glass or silicon substrate is used. (B) The substrate is coated 
with the photoresist. (C) The photoresist is exposed to UV light thorough a photo mask. (D) The photoresist is developed. 
 
 






タ法を用いた（Fig. 2. 6(A)）[11]。ターゲット表面での衝突に伴い放出された 2 次電子をターゲット近傍
に閉じ込め、螺旋運動させ Ar 原子のイオン化を促進する事でスパッタの効率を向上できる。実際の成膜
では、スパッタ装置（L-332S-FH, アネルバ株式会社）を用いて Ar 流量 10 cm3 min-1、チャンバー内圧 10 
Pa の条件下、出力は Ti/Pt 成膜の際 200 W、Cr/Pt 成膜の際 200 W、Ti/Pt/Au 成膜の際 300 W、Cr 成膜の際
200 W で行った。 
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 また、第 3 章の電極アレイにおいて形成する Cr 犠牲層の膜厚は Cr のスパッタレートを算出し制御し
た。本学の大学院工学研究科田中秀治研究室にある触針式段差計を拝借し算出した Cr のスパッタレート
を Fig. 2. 6(B)に示す。 
 
 











 本研究でフォトマスク（本章 2. 2. 1 項）またはデバイス（第 3 章 3. 2. 1 項）上の Cr を溶解する際は、
Cr エッチャントを使用した等方性ウェットエッチングを行った。下記に Cr エッチングの手順を示す。な
お、第 3 章ではエッチングと同時に電極間の抵抗値変化もモニタリングした[13]。 
① Cr エッチャントを調製（本章 2. 2. 1 項参照） 
② 基板を O2プラズマ処理（10 s） 
③ 基板に仮止めテープ（エレグリップテープ GD-60-23A, デンカ株式会社）を貼り付け、エッチング領
域を規定（＊エッチング中の電極間の抵抗値変化を測定する際のみ下記④・⑤を実行） 
④ 電極アレイをクリップコネクタ（CCNL-050-37-FRC, 株式会社ヨコオ）に接合 
⑤ 抵抗値を測定したい電極線をデジタルマルチメーターに接続 
⑥ 乾燥防止のためにシャーレ内側にベンコットを敷き詰め、チップを置いて Cr エッチャントを滴下し
約 1 h 静置（＊この際に抵抗値変化をモニタリング） 
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2. 2. 7 反応性イオンエッチング 
 
 LSI チップ（第二世代 Bio-LSI 用）上の酸化膜（SiO2）および窒化膜（SiN）で構成される保護膜にコン
タクトホールを空けるため、本研究では反応性イオンエッチング（Reactive ion etching; RIE）を利用した







 本研究では、本学 MNC メインクリーンルームの O2プラズマドライエッチング装置（ANELVA RIE #1）
を拝借し RIE を行った。操作は現場のマニュアルに従い、SiO2および SiN のエッチングを下記条件で行っ
た。 
CHF3流量：20 sccm、Ar 流量：20 sccm、 
チャンバー内圧力：5 Pa、RF Power：60 W、エッチング時間：90 min  
 
 
2. 3 Bio-LSI の作製 
 




① ダイシングソー（DAD3240, 株式会社ディスコ）で Si ウェハから LSI チップを切り出し、超純水で
洗浄後に保存した。 
RIE による Al パッドの露出 
② 基板洗浄後に S1818 でフォトリソグラフィを行った。RIE 装置のチャンバー汚染を防ぐためにハード
ベーク（180 ℃, 30 min）も行った。 
③ RIE で SiO2/SiN を削り、Al パッドを露出させた。 
④ MICROPOSITTM REMOVER 1165 で S1818 を取り除いた。その後、光学顕微鏡でチップを観察しセン
サ部表層が削れているチップはこの段階で破棄した。 
電極と絶縁層の作製 
⑤ OFPR-800LB 200 cp でフォトリソグラフィを行った。スパッタは Ti/Pt または Ti/Pt/Au で行った。 
⑥ SU-8 3005 でフォトリソグラフィを行った。 
ダイシング 
⑦ チップのセンサ部が中心となるようダイシングソーで 10.9 mm 角のチップを切り出した。 
  





（日本航空電子工業株式会社）に接着させた。銀ペーストはホットプレート（150 ℃, 30 min）でベー
クして固めた。 
⑨ 卓上ワイヤボンダ（本章 2. 3. 2 項参照）を用いてチップ上のボンド用 Al パッドとセラミック基板の
Au リード電極を接続した。（＊ボンディング箇所は Bio-LSI の世代で異なるため注意が必要である。） 
光電流検出による動作確認 
⑩ チップを測定装置のクリップコネクタに挿入し、開回路電位を印加したままレーザーポインター（波
長 650 nm）（TLP-78, 株式会社サクラクレパス）で照射し、光電流のイメージングを行った。イメー
ジのずれが生じるなど品質の劣るチップはこの段階で破棄した。 
液溜めの取り付け 






2. 3. 1 ダイシング 
 
 ウェハ上に形成された集積回路等を、ダイシングソーの高速回転したブレードで切り出しチップ化する
工程をダイシングと呼ぶ。本研究では、本学 MNC フロンティア棟にあるダイシングソー（DAD3240, 株





NBC-ZB 2060（外径：53.6 mm, 幅：0.1 mm, 内径：40 mm） 
P1A851 SD500R10MB01（外径：52 mm, 幅：0.1 mm, 内径：40 mm）（※多少異なる幅でも可） 
レシピ： 
PATTERN：S, UNIT：mm, SPINDOLE RORATION：30000 rpm, WAHER THICKNESS：0.625 mm,  
TAPE THICKNESS：0.070 mm, BRADE HEIGHT：0.05 mm, CUT SPEED：2 or 3, INDEX：10.90 mm,  
水量： 0.8～1.0 程度 
 
 
2. 3. 2 ワイヤボンディング 
 
 Figure 2. 7 に示す卓上ワイヤボンダ（HB16, TPT ジャパン株式会社）を用いてワイヤボンドを行った。
本装置では次の 4 つの要素を用いた超音波接着法により、2 つの電極を接着させた[16]。 
荷重：ワイヤを変形させパッド等に接着。 









25-12(8-120-20-L-P-10/18), PECO Co., Korea）使用）。 
【1st bond】US：220, Time：300, Force：250 
【2nd bond】US：220, Time：300, Force：250 
Heater：100、EFO Power：90, Up CO：300 
Loop Param ①↑800, ②←1000, ③↑900, ④→2700 
（US：超音波出力, Time：ボンディング時間, Force：荷重, Heater：ヒーター温度, EFO Power：電気トーチ
パワー, Up CO：テール長さ） 
 
 
Fig. 2. 7 Photograph of a wire bonder. 
 
 
2. 4 電気化学計測 
 
2. 4. 1 Ag/AgCl 参照極 
 






AgCl + e- → Ag + Cl- …（2. 1） 
E (Ag | AgCl) = EO (Ag | AgCl) - (RT / F) ln aCl- …（2. 2） 
 
EO (Ag | AgCl) は標準電極電位（25 ℃で 0.2223 V vs. SHE）、R は気体定数、T は絶対温度、F はファラデ
ー定数、aCl-は Cl-の活量を示す。これより、飽和 AgCl を含む飽和 KCl 溶液を電解液に用いる事で E (Ag | 
AgCl) が一義的に決まり、電位は 0.199 V vs. SHE となる。 
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 実験に応じて市販品（RE-1CP（飽和 KCl）, ビー・エー・エス株式会社）または自作の Ag/AgCl 電極
（飽和 KCl）を使用した。Ag/AgCl 電極の作製法を以下に示す（Fig. 2. 8）。Ag 線へ AgCl を生成する際（手
順④）は式（2. 3）に従い Ag 線をアノードとして電解酸化した。 
 
Ag + Cl- → AgCl + e- …（2. 3） 
 
① 適当な長さのガラス管（Pyrex glass (φ3 mm ), 旭硝子株式会社）の一端を Pt 線（直径：300 μm, 長さ：
約 5 mm）を挿入した状態でガスバーナーにより熱封止（＊先端部を完全に封止しないよう注意） 
② ガラス管に飽和 KCl 水溶液を注入 
③ KCl、AgCl 粉末を順に加え底部に積層 
④ Ag 線（直径：300 μm, 長さ：約 3 cm）を 0.1 M HCl（または飽和 KCl）溶液に浸し、単一電池を電源
に用いて電解酸化し AgCl を析出 
⑤ Ag/AgCl 線をガラス管に挿入し、パラフィルムで密封 
 作製した電極を飽和 KCl 溶液に浸した状態で保管した。また、使用直前にはデジタルマルチメーターを




Fig. 2. 8  Ag/AgCl reference electrode fabrication process. (A) A Pt wire is inserted into a glass capillary. (B) A tip of the capillary 
is sealed by heating with a gas burner. (C) A saturated KCl solution is poured into the capillary. (D) KCl and AgCl powders are 
added into the capillary. (E) An Ag/AgCl wire is inserted into the capillary. (F) A top of the capillary is sealed with a parafilm. 
 
 
2. 4. 2 クリップコネクタ 
 
 第 3 章で作製したデバイスと National Instruments（USA）製のスイッチ機器を接続する際、市販のクリ
ップコネクタ（CCNL-050-37-FRC, 株式会社ヨコオ）を改良しフラットケーブルを用いて接続した。初期
状態のコネクタでは基板を奥まで挿入できないため、Fig. 2. 9(A)のように留め具を外して使用した。コネ
クタとデバイスのリード線は目視で合わせ Fig. 2. 9(B)のようにセットした。なお、コネクタのピンに液が
接触し放置するとピンが劣化するため、使用前にピンの状態確認と、液が触れた際は即座に液を除去する
必要がある（Bio-LSI 計測システムのコネクタも同様）。 




Fig. 2. 9  Photograph for a clip connector. (A) Preparation process of the connector. After removing a nut, a shaft was pulled and 
a green attachment inside the connector was removed. (B) Connection with a chip device. 
 
 
2. 5 細胞培養 
 
2. 5. 1 細胞種および試薬 
 
 本研究で用いた細胞サンプルは、マウス胚性幹（ES）細胞（129/SvEv, DS ファーマバイオメディカル
株式会社）およびラット副腎髄質由来褐色細胞腫（PC12 細胞）の 2 種類である。マウス ES 細胞を接着
培養する際は、0.1% ゼラチン溶液（ES-006-B, Millipore, USA）でコートした培養容器を用いて培養し
た。未分化状態を維持する際は、多能性を維持する 3 つの転写因子（Sox 2, Nanog および Oct3/4）を制
御可能な白血病抑制因子（Leukemia inhibitory factor; LIF）[18]を添加し、下記 Table 2. 1 の培地組成
で培養した[19]。一方、分化誘導する際は LIF を除いた下記 Table 2. 2 の培地組成で培養した[20]。PC12
細胞を培養する際は下記 Table 2. 3 の培地組成で培養した[21]。 
 
Table 2. 1  Medium compositions for maintaining undifferentiation state of mouse ES cells.. 
Reagent Concentration 
Stem medium (DSRK100, DS Pharma, Japan) - 
Mouse leukemia inhibitory factor (mLIF) (Millipore, USA) 1000 U/mL 
Penicillin-Streptomycin (PS) 1% 
2-Mercaptoethanol 0.1 mM 
 
Table 2. 2  Medium compositions for differentiation of mouse ES cells.. 
Reagent Concentration 
α-MEM (Gibco, USA) - 
Fetal Bovine Serum (FBS) 10% 
PS 1% 
MEM Non-Essential Amino Acid Solution 0.1 mM 
2-Mercaptoethanol 0.1 mM 
Sodium pyruvate 1 mM 
L-Glutamine 2 mM 
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Table 2. 3  Medium compositions for culturing PC12 cells.. 
Reagent Concentration 















Fig. 2. 10  Hanging drop method. 
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3. 1 はじめに 
 
 レドックスサイクルを誘導する際、電極間隔が短いほどシグナル増幅効率すなわち感度が向上する。電
極間隔をナノメートルオーダーまで縮める手法として、A. J. Bard のグループは以前、超微小 Pt-Ir 電極線
を ITO 電極から 10 nm 離れた位置までアプローチカーブ（電流値 vs. 電極-基板間距離のグラフ）を参考
に接近させ固定する手法を考案している[1, 2]。そして実際、レドックスサイクルを誘導して一分子計測へ
アプローチしている。また、交互くし型電極アレイのように同一平面上に電極を作製する場合、電子ビー
ム描画装置[3-5]や集束イオンビーム（Focused Ion Beam; FIB）[6, 7]など超微細加工技術の使用、あるいは
マイクロギャップ電極での電着[8]を行う事でナノメートルオーダーの電極間隔が実現可能である。しか
し、上記手法はどれも作製のスループット性あるいはコスト面に課題が挙げられる。 
 そこで S. G. Lemay らは、犠牲層（後にエッチングされる層）を挟んで電極を積層し犠牲層を除去する
手法で、2 つのバンド電極をナノ空間（高さ約 300 nm）を隔てて配置する事に成功した[9]。垂直方向の電
極作製とエッチングという簡易なフォトリソグラフィ技術のみで可能な本手法は、作製のスループット性
とコスト面における従来の課題を解決できる。また、形成した空間をナノ流路として応用する事も可能で
ある。以降、ナノ空間の高さを 100 nm 以下まで短縮した超高感度化[10, 11]やナノ空間の電極における分
子吸着の考察[12]、ナノ空間での酵素反応の誘導と検出[13]など、ナノ空間電極でのレドックスサイクルに
関する研究分野は進歩してきた。また、B. Wolfrum らは上記電極をアレイ化し、液中の分子拡散を電気化
学イメージとして捉える事にも成功している [14, 15]。 
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3. 2 実験 
 
3. 2. 1 デバイス作製 
 
 本研究における電気化学計測システムを Fig. 3. 1(A)に示す。LRC-EC 計測システムを採用しており、デ




また、マイクロウェル内部にはナノ空間（高さ 230 nm）が形成され、その上下面に 2 つのリング電極が配





Fig. 3. 1 Detection system. (A) The device consists of four row electrodes consisting of top ring electrodes (blue) and four column 
electrodes consisting of bottom ring electrodes (red). These ring electrodes are arranged at the individual crossing points. The 
arrays of the microwells are formed at the individual crossing points. The top and bottom ring electrodes are separated by 
nanocavities in 230 nm height. Local redox cycling is induced at only designated detection points. (B) Cross-sectional illustration 
of the detection point indicated by a dotted line in Fig. 3. 1(A). 
 








② S1818 のレジストパターンを形成後、Ti/Pt をスパッタし電極作製 
（＊クリップコネクタの仕様に合わせ、リード電極の間隔は 500 µm で設計） 
③ 基板洗浄と O2プラズマ処理（10 s） 
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④ S1818 のレジストパターンを形成後、Cr（膜厚：約 200 nm）をスパッタし犠牲層を作製 
（＊犠牲層は直径 225 µm のディスク型で、その半径はアライメントのし易さを考慮して、前工程のリ
ング電極の外径より 15 µm 大きく設計） 
⑤ 基板洗浄と O2プラズマ処理（10 s） 
⑥ S1818 のレジストパターンを形成後、Cr/Pt をスパッタし電極作製 
（＊Cr は 1 層目のリード電極との導通と、犠牲層との密着性のため必須。膜厚は約 30 nm とした。） 
⑦ 基板洗浄と O2プラズマ処理（10 s） 
⑧ SU-8 3050 層を作製しセンサ部分以外を絶縁 
（＊測定点に細胞スフェロイドを捕捉するため、絶縁層に直径 150µm のウェルを形成） 
⑨ O2プラズマ処理（10 s） 
（＊ウェル下部に SU-8 膜が残る場合は長めに O2プラズマ処理） 
⑩ 疎水性テープ（エレグリップテープ GD-60-23A, デンカ株式会社）をセンサ外側に貼り液溜めを形成 





Fig. 3. 2 Device fabrication process. (i) Ti/Pt is sputtered onto a glass substrate to prepare the column electrodes consisting of the 
bottom ring electrodes. (ii) A sacrificial Cr layer is sputtered. (iii) Cr/Pt is then sputtered to prepare the column electrodes consisting 
of the top ring electrodes. (iv) An SU-8 layer is fabricated on the device, so that 4 × 4 microwells (diameter: 150 μm, depth: 50 μm, 
gap: 300 μm) are formed. (v) The Cr sacrificial layer is etched to fabricate nanocavities between the top and bottom ring electrodes. 
 
 










ル（FcCH2OH）の検量線を作成した。また、マウス ES 細胞から形成された胚様体（Embryoid body; EB）
の ALP 活性を検出することで、ES 細胞分化スクリーニングへの展開を行った。以下に各測定手順を示す。 
 
【三電極系と二電極系の比較】 
① 1.0 mM FcCH2OH 溶液を Tris-HCl buffer（組成：500 mM Tris, 2 mM MgCl2, 1 M NaCl）（pH 9.5）で調製
した。 
② デバイスを O2プラズマ処理後、測定液を滴下した。 
③ Bottom および Top 電極をそれぞれジェネレーター極およびコレクター極とした。コレクター極に 0.0 
V で一定印加した状態で、ジェネレーター極を 0 - 0.60 V の範囲（0.0 V 開始）で 100 mV s-1で掃引し
CV を行った。なお、ジェネレーター極 1 本およびコレクター極 1 本を電位制御して測定した（ジェ
ネレーター極ではセンサ 4 点でレドックスサイクルが誘導）。三電極系の測定では参照極に Ag/AgCl




④ 0, 0.10, 0.25, 0.50, 0.75, 1.0, 5.0 および 10 μM FcCH2OH 溶液を Tris-HCl buffer（組成：500 mM Tris, 2 mM 
MgCl2, 100 mM NaCl）（pH 9.5）で調製した。 
⑤ デバイスを O2プラズマ処理後、測定液を滴下した。 
⑥ Bottom および Top 電極をそれぞれジェネレーター極およびコレクター極とした。ジェネレーター極
の電極電位は測定開始時に 0.0 V とし、10 s 後に 0.50 V へと電位ステップさせた。コレクター極の電
極電位は 0.0 V 一定とした。なお、ジェネレーター極およびコレクター極はそれぞれ 1 本のリード線
に束ね測定した（取得したデータはセンサ 16個分）。参照極および対極として Ag/AgCl電極（sat. KCl）
を使用した。 
⑦ 取得した各溶液濃度に対するアンペログラムにおいて、60 s 時の電流値から 9.96 s 時（ステップ直前）
の電流値を差し引き、さらにセンサ 1 個分の値に換算するため 16 で割りプロットし、検量線を作成
した。 
 
【EB の ALP 活性測定】 
① 測定液として、4.0 mM PAPP 溶液を Tris-HCl buffer（組成：500 mM Tris, 2 mM MgCl2, 100 mM NaCl）
（pH 9.5）で調製した。また、コントロール実験用の測定液として上記の Tris-HCl buffer を使用した。 
② デバイスを O2プラズマ処理後、測定液を滴下した。 
③ デバイスを実体顕微鏡下に置き、EB（Day 1, 500 cells/20 μL）を任意のマイクロウェルへ導入した。 
④ Bottom および Top 電極をそれぞれジェネレーター極およびコレクター極とし、電気化学計測を行っ
た。ジェネレーター極の電極電位は 0.30 V、コレクター極の電極電位は-0.30 V とした。参照極および
対極として Ag/AgCl 電極（sat. KCl）を使用した。電極の配線は Fig. 3. 3 の通りである。 
 




Fig. 3. 3 Detection scheme for ALP activity in EBs. (A) The EBs are trapped in microwells after introducing PAPP into the device 
and the enzymatic products, PAP, is monitored. (B) Currents for the redox cycling of PAP/QI are obtained. Three working electrodes 
of a multichannel potentiostat (WE1, WE2 and WE3) are utilized for electrochemical imaging. All electrodes are held at -0.30 V 
using WE3. The potential of a column electrode is stepped from -0.30 to 0.30 V to oxidize PAP to QI at the column electrode using 
WE2 and a switching matrix. The oxidation product, QI, is reduced back to PAP at the row electrodes. The reduction current of QI 
at a row electrode is monitored from WE1. 
 
 
3. 2. 3 誘電泳動 
 
 細胞スフェロイドのマイクロウェルでの捕捉を目的に、リング電極とデバイス上の ITO 電極間で正の誘
電泳動を行った（Fig. 3. 4）。なお、泳動は交流電圧 10 MHz および 20 Vppの条件下で 0.2 M スクロース溶
液（導電率[16]；0.37 mS m-1）中の細胞に作用する CM 因子実部を推算し行った[17]。以下に手順を示す。 
① デバイスの左右両端にエレグリップテープ（厚さ：80 μm）1 枚、両面テープ（ナイスタック TM 一般
タイプ, ニチバン株式会社）（厚さ：90 μm）2 枚を順に貼り、その上に ITO 電極を固定した。 
② デバイス-ITO 電極間の流路に 0.2 M スクロース溶液を導入した。この際、流路出口まで液を出し、
キムワイプで液を吸い易くした。 
③ EB（Day 1, 500 cells/20 μL）を流路へ導入し、出口の液をキムワイプで吸い上げ EB の位置調整を行っ
た。 




Fig. 3. 4  Scheme for trapping EBs using p-DEP. 
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Multiphysisc（ver. 5.1, COMSOL Inc., USA）を用いて、本デバイスの空間（チャネル）高さが変化すると電






 測定対象を FcCH2OH とし、レドックスサイクル誘導時におけるパラメーターは FcCH2OH の初期濃度
が C0 = 1.0 mM、FcCH2OH および FcCH2OH+ の拡散係数が D = 7.0×10-10 m2 s-1、標準酸化還元電位が Eo = 
0.216 V とした。なお、FcCH2OH および FcCH2OH+ の拡散係数が等しいという仮定の下、モデル中の各化
学種の濃度の総和は常に 1.0 mM とみなした。シミュレーションモデルを Fig. 3. 5(A)に示す。各測定にお
けるパラメーターは Table 3. 1 の通りである。電極間隔はチャネル高さに等しいものとした。また、ジェ
ネレーター極は Bottom 電極、コレクター極は Top 電極を示す。 
 
Table 3. 1  Simulation parameters of cyclic voltammetry (CV) and chronoamperometry 
Cyclic voltammetry (CV) 
Concentration at a generator electrode Following the Nernst equation at 0.00-0.50 V 
Concentration at a collector electrode Following the Nernst equation at 0.00 V 
Scan rate 100 mV s-1 
Electrode gaps 230 nm-30 μm 
Chronoamperometry 
Concentration at a generator electrode Following the Nernst equation at 0.50 V 
Concentration at a collector electrode Following the Nernst equation at 0.00 V 
Electrode gaps 230 nm-30 μm 
 
【誘電泳動】 
 シミュレーションモデルを Fig. 3. 5(B)に示す。パラメーターは比誘電率（εr）を SU-8 層, ガラス基板お
よび 0.2 M スクロース溶液でそれぞれ 4.0[20], 3.3[21], 78[22]とし、逆位相の交流電圧の実効値は±7.07 V
とした。 
 




Fig. 3. 5  Simulation model for redox currents (A) and DEP (B). 
 
 
3. 3 結果と考察 
 
3. 3. 1 デバイス評価 
 
3. 3. 1. 1 対極の必要性 
 






ックスサイクルをセンサ 1 点でのみ誘導しているが、ジェネレーター極上ではセンサ 4 点で誘導している
ためである。また、ジェネレーター極のボルタモグラムの形状がシグモイド型にならなかった理由として、
電極表面が Cr エッチング等で汚れており電子移動速度が遅かった事が考えられる。 
 
 
Fig. 3. 6  CVs obtained from the top and bottom ring electrodes. Three-electrode system (A) and two-electrode system (B). 
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3. 3. 1. 2 シグナル増幅 
 
 シミュレーションソフトを用いた理論計算により、種々のチャネル高さにおける電流値および捕捉率を
検証した。Figure 3. 7(A)にチャネル高さが 230 nm および 20 μm の場合のサイクリックボルタモグラムを
示す。電極間隔 230 nm の場合ではシグモイド型のボルタモグラムが得られた。これは、ジェネレーター
極の生成物が近くのコレクター極で瞬時に再生され、ジェネレーター極での物質供給と消費が即座に釣り
合い拡散層の成長が停止した事に起因すると考えられる。一方、チャネル高さ 20 μm の場合ではジェネレ
ーター極で酸化ピークが見られたため、電極への物質供給が追いつかず反応が拡散律速であると推測でき
る。また、種々のチャネル高さに対するコレクター極の電流値（ジェネレーター極が 0.50 V 時）をプロッ
トしたグラフを Fig. 3. 7(B)に示す。これより、取得できる還元電流値はチャネル高さの逆数に対して線形
性を示すと確認できた。すなわち、電極間隔が半分になった場合に電流値が 2 倍になる事を示している。
さらに、各ナノ空間の高さにおける捕捉率を酸化・還元電流値（ジェネレーター極が 0.50 V 時）より算出





Fig. 3. 7  CVs obtained from the top and bottom ring electrodes in simulation. (A) CVs when the heights of the nanocavity are 
230 nm and 20 μm. The potential of the bottom ring electrode was scanned from 0.00 to 0.50 V at 100 mV s-1 while the potential 
of the top ring electrode was held at 0.00 V. (B) Current vs. 1/Nanocavity height. The currents in the CVs at 0.50 V are plotted. (C) 
Collection efficiency vs. Nanocavity. 
 
 また、電流密度の観点からデバイスの感度を検証した。比較対象は、以前我々のグループが作製したリ
ングアレイ電極（電極間隔 5 μm、電極幅 5 μm、総電極面積 29656 μm2）とした[24, 25]。なお、電極面積は
デバイスの設計図（Vectorworks の VWX ファイル）を参考に計算し、検量線より FcCH2OH 濃度（= 10 μM）
における電流値（= 4.7 nA）を算出した。これより、以前のリングアレイ電極における電流密度は 0.16 pA 
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μm-2となった。一方、本研究のデバイス（電極間隔 230 μm、総電極面積 4920 μm2）で 10 μM FcCH2OH 溶
液を測定した際、還元電流値は 9.5 nA であり電流密度は 1.9 pA μm-2であった。その際のアンペログラム
および FcCH2OH の検量線を Fig. 3. 8 に示す。これより、以前開発したリングアレイ電極の約 12 倍の電流
密度を本デバイスは誇り、大きな S/N 比が期待でき高感度化を達成したと言える。 
 
 
Fig. 3. 8  Dependence of the electrochemical signals on the FcCH2OH concentration. (A) Chronoamperograms at the row 
electrodes where the potential was kept at 0.00 V while the column electrodes were stepped from 0.00 to 0.50 V. (B) Calibration 
curve for FcCH2OH. The currents were acquired from the row electrodes (N = 3). The currents at 60 s were subtracted from those 
at 9.96 s for the background-corrected currents.  
 
 
3. 3. 1. 3 シグナル応答速度 
 
 シミュレーションソフトを用いた理論計算により、電極間隔のスケールダウンに伴うシグナル応答速度
の変化を確認した。Figure 3. 9(A)にチャネル高さが 230 nm および 20 μm の場合のアンペログラムを示す。
なお、0 s の時点でジェネレーター電極の電極電位を 0.00 V から 0.50 V にステップさせたものとみなす。
この結果から、チャネル高さが低い 230 nm の方が電位ステップ後に電流値が定常に達するのが早い事を
確認できた。さらに詳細な検討のため、各チャネル高さにおいて還元電流値が、開始 10 s 後の還元電流値
の 99.9 %に達するまでの時間、すなわち定常状態到達時間を算出しグラフにまとめた（Fig. 3. 9(B)）。この
結果からチャネル高さ 10 μm を境に、チャネル高さが低下されるに従い定常状態到達時間が大幅に短縮さ




Fig. 3. 9  Chronoamperograms obtained for the top and bottom ring electrodes in simulation. (A) Chronoamperograms for 
nanocavity heights of 230 nm and 20 μm. The potential of the bottom ring electrode was stepped to 0.50 V while the potential of 
the top ring electrode was kept at 0.00 V. (B) Time to reach steady-state current (99.9% of the reduction currents at 10 s) for 
nanocavity heights from 230 nm to 30 μm. 
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3. 3. 2 マウス ES 細胞スフェロイドの ALP 活性測定 
 
 マイクロウェル（直径 150 μm）に近いサイズの EB を用意し、デバイスの各測定点に播種して ALP 活
性の測定を行った（Fig. 3. 10(A), (B)）。その結果、EB を播種した各測定点において、播種していない測定
点と比較して高い還元電流値を検出できた（Fig. 3. 10(C)）。これは、未分化の ES 細胞が保持する ALP 活
性により溶液中の基質 PAPP から PAP が生成され、その PAP で誘導されたレドックスサイクル由来の還
元電流を示している。また、コントロール実験として測定液に基質 PAPP を含めず（Tris-HCl buffer のみ）
測定し酸化電流値を比較したところ、EB の有無に関わらず酸化電流は殆ど検出されなかった（Fig. 3. 
10(D)）。これより、本実験において EB の ALP 活性の検出に成功したと考えられる。 
 本章 3. 3. 1. 1 項と同様に、EB の ALP 測定における本デバイスの感度を検証するため電流密度を算出し
たところ、本実験では還元電流密度が 39 pA μm-2であるのに対し、従来のリングアレイ電極デバイスでは
1.9 pA μm-2であった[24]。すなわち、電流密度が約 21 倍向上した事から本デバイスは従来のデバイスより
大きな S/N 比での測定が期待でき、高感度に ALP を測定できる事が示唆された。従来型よりも電流密度
が高い理由として、高効率なレドックスサイクルが誘起された点に加え、電極とスフェロイドが直接触れ






Fig. 3. 10  Electrochemical imaging of ALP activity in EBs. (A) Optical image of an EB fabricated using hanging droplets (500 
cells, 20 μL, 1-day culture). (B) Optical image of the EBs on the device. (C) Electrochemical map of EBs. The currents indicated 
redox cycling-based reaction of PAP, which is the enzymatic product of ALP reaction in EBs. (D) The currents were plotted on a 
graph (N = 3).  
 
 
3. 3. 3 誘電泳動による細胞スフェロイド捕捉 
 
 デバイス上で正の誘電泳動を誘起し EB のマイクロウェルへの捕捉を検討した。正の誘電泳動により、
EB がウェルへ移動した際の経時変化を Fig. 3. 11(A)に示す。今回は、誘電泳動を開始した直後にウェル中
心から最長約 220 μm 離れた EB をウェルへ引き寄せる事に成功した。ウェル直径は細胞スフェロイド 1
個分に相当するため、ウェル内に捕捉されなかった EB はウェル外縁に引き寄せられた。これはシミュレ




さらに液流（流速：約 1.5 mm s-1, 動画より算出）を発生させて上流から流れる EB の捕捉にも成功した。
この際、ウェルに捕捉されず外縁に引き寄せられている EB が流れる事も確認でき、余剰なサンプルを任
意に除去可能であると考えられる。 
 また、誘電泳動により生じる電場の細胞への侵襲性を考察した。1 kV cm-1 以上の電場強度で細胞膜へ
の電気穿孔が生じる事が報告されており、この値が侵襲性の判断基準と考えた[26]。シミュレーション結
果より、1 kV cm-1 以上の強度を示す領域はウェル外縁部分とリング電極近傍の一部である事が確認でき
た。スフェロイドの形状も考慮すると、スフェロイド全体が 1 kV cm-1 未満の電場に存在すると予測した。





Fig. 3. 11  DEP of EBs in the device. (A) Optical images of the EBs during DEP manipulation and fluidic manipulation. (B) Cross-
sectional image of electric field strength at the cross-sectional detection point in the sucrose solution. 
 
 
3. 4 まとめ 
 
 本章では細胞スフェロイドを自動捕捉および高感度計測可能な電極アレイの開発を目的とし、ナノ空間





倍向上した。また、EB の ALP 活性測定に応用したところ ALP 活性の検出に成功し、さらに電流密度も従
来型デバイスと比較して約 21 倍向上した事が確認できた。計測以外の電気化学的操作においても、各セ








 本章の内容は、“A local redox cycling-based electrochemical chip device with  nanocavities for multi-
electrochemical evaluation of embryoid bodies”という題目で Lab Chip の学術論文として受理され掲載されて
いる。（Lab Chip, 2015, 15, 4404-4414.） 
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第 4章 電極アレイの大規模集積化に向けたデジタル計測システムの構築 
 
 
 本章の内容は、“Digital electrochemical detection based on binary number system using single working electrode 


























て、一本の作用極上に 1, 2 および 4 mm2 のセンサ電極を規定すると考える。なお、各面積の組み合わせ
（今回は計 8 パターン）による和が重複しないよう規定する必要がある（2n（n は 0 以上の整数）を基本に
規定すると重複しない）。各センサには個別に三電極系を構築可能なウェルを設け、レドックス種を一定
濃度で含むあるいは含まない液滴を配置する。一本の作用極に電位を印加し、3 つのセンサからレドック
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第 5章 LSI型電極アレイを用いた電流計測による新規イメージング法の開発 
 
 
 本章の内容の一部は、“Electrochemicolor imaging using an LSI-based device for multiplexed cell assays”とい
う題目で学術論文として投稿中（2017 年 1 月 20 日現在）である。またさらに一部は、“Electrochemical 








voltammetry; FSCV）や方形波ボルタンメトリー（Square wave voltammetry; SWV）が挙げられる。FSCV で
は電極電位をおよそ 5 - 1000 V s-1で高速掃引するため、特定の化学種に由来するピーク電流を複数含んだ





る。D. L. Bellin らは、バイオフィルムに存在する複数の代謝物を CMOS 型デバイスを用いた SWV で同時




電位クロノアンペロメトリー（Constant-potential amperometry; CPA）に着目し、CPA を用いた電気化学イ
メージングの多項目化に取り組んだ。これを本章の第一目的とした。Bio-LSI の V1, V2 モードを利用する
事で 2 種類の電気化学活性種を同時にモニタリングし、電気化学イメージとして同時表示する
Electrochemicolor イメージング法を新たに構築した。そして、酵素膜を用いた複数の酵素活性評価や、マ











 本章では上記 2 つのイメージング法を開発し、電気化学イメージングシステムの多項目化、鮮明化およ
び変化量の明瞭化を目指して電気化学分析におけるブレイクスルーを狙った。 
 結果として、多項目電気化学イメージング法を新たに構築し、酵素膜を用いた複数の酵素活性評価や、
マウス ES 細胞スフェロイドおよび PC12 細胞塊の複数の細胞機能の同時評価に成功した。また、電極セ
ンサの高密度化に伴う本システムの適合性をシミュレーション解析で検討し、さらには Nafion の局所電
極修飾により検出対象の拡張を図った。本イメージング法は細胞解析の効率化や、生命現象の新たな相関
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 一方、電位計測では電極反応を誘起せず物質生成･消費を伴わない（Fig. 6. 1(B)）。そのため、生体試料
への影響は電流計測と比較して小さいと考えられる。電位計測では pH[1-3]やグルコース[4, 5]、デオキシ
リボヌクレオチド[6, 7], DNA[8]などを測定できる。また、電極と細胞を接触させる事で、細胞応答を電位
変化として捉える事も可能である[9, 10]。電位計測ツールの例として、イオン感応膜（Sio2, Si3N4 等）で
FET（Field Effect Transistor）のゲート表面を被覆した ISFET（Ion Sensitive Field Effect Transistor）が挙げら
れる。ISFET は 1970 年に P. Bergveld によって提案された化学センサであり、イオン感応膜への特定のイ
オンの吸着量を電位変化として検知し、液中のイオン濃度をモニタリングできる[11]。その他、半導体／
絶縁体で単純に構成されるセンサ下部からレーザーを走査し、それによって生じる光電流値変化を電圧シ
フトに換算して 2 次元 pH イメージングが可能な LAPS（Light Addressable Potentiometric Sensor）が挙げら
れる[12]。このように、様々な電位計測式イメージングシステムが既に開発されている。 










グを Bio-LSI を用いて行った。 
Fig. 6. 1  Schematic illustration of amperometry (A) and potentiometry (B). 
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6. 2 実験 
 









① 測定溶液として、20 mM K4[Fe(CN)6]溶液を 0.1 M KCl 溶液で調製した。 
② O2プラズマ処理後、デバイスに測定液を添加した。 
③ 参照極（Ag/AgCl 電極（飽和 KCl））および対極（Pt ワイヤ）を液に挿入し測定を行った。測定開始-
30 s 間は、全ての測定電極を EM モードに設定した（ただし必ず 1 点は V1 モードに設定）。 
④ 測定開始から 30.2 s 以降、特定の電極の電位を 0.60 V へステップさせ[Fe(CN)6]4-を[Fe(CN)6]3-へ酸化
させた（Fig. 6. 2）。 
⑤ 80.2 s 以降、特定の電極の電位を 0.00 V へステップさせ[Fe(CN)6]4-の酸化反応を停止した。 
 
 
Fig. 6. 2  Potentiometric imaging for the generation of redox mediators from the V1 mode. (A) Configuration of the measurement 
mode. (B) Principle of the measurement. [Fe(CN)6]4- was oxidized at the V1 mode to [Fe(CN)6]3-, and the open circuit potentials 
(OCPs) were detected. 
 
 
6. 2. 2 GOx 検出 
 
 Bio-LSI の EM モードで生体関連分子を検出可能か検討するため、グルコースオキシダーゼ（GOx）を









Fig. 6. 3  Enzyme reaction of GOx with glucose and [Fe(CN)6]3-. 
 
【GOx の検量線作成】 
① Table 6. 1 の溶液組成に従い、グルコース, K3[Fe(CN)6]混合溶液（溶液 A）および GOx 溶液（溶液 B）
を PBS で調製した。 
② デバイスを O2プラズマ処理後、測定液 A を全量導入した。 
③ 開回路電位計測を行い電位が安定するまで待機した。電位安定後に測定を再度開始し、60 s 経過後に
測定液 B を全量添加しピペッティングで十分撹拌させた。溶液 B 添加後の GOx 最終濃度は Table 6. 
1 の通りである。 
④ 測定開始から 360 s 後の開回路電位をプロットし GOx の検量線を作成した。 
 
Table 6. 1  Solution compositions for making a calibration curve. 
Solution A Solution B 
Final concentration 
of GOx (μg mL-1) 2 mM K3[Fe(CN)6]  
in PBS (μL) 
40 mM Glucose  
in PBS (μL) 
25 mg mL-1 GOx  
in PBS (μL) 
PBS (μL) 
100 1000 0 900 0 
100 998 2 900 25 
100 996 4 900 50 
100 990 10 900 125 
100 980 20 900 250 
 
【アルギン酸ゲル内包 GOx のイメージング】 
 アルギン酸は褐藻（ワカメや昆布等）に含まれる多糖類であり、食品から医療分野まで幅広く応用され
ている[15]。化学構造としては、β-D-マンヌロン酸（M）と α-L-グルロン酸（G）の 2 種類のウロン酸（両
者共にカルボキシル基を保持）が 1, 4 位でグリコシド結合した直線状のポリマー構造をとる（Fig. 6. 4(A)）。
構造中では M-M 結合のみで形成される M ブロック、G-G 結合のみで形成される G ブロック、M と G が
ランダムに配列したランダムブロックの計 3 ブロックが共存している（Fig. 6. 4(B)）[16]。中でも、捻じれ
た構造を有する G ブロックのポケットに Ca2+などの多価カチオン（Mg2+, Hg2+を除く）が導入されるとキ
レート構造を形成しゲル化が進行する（Fig. 6. 4(C)）[15]。この原理を利用し、電気化学的に Ca2+を生成し
てアルギン酸ゲルを局所的に形成する事も可能である[17-19]。 
 本研究では、アルギン酸溶液に CaCl2を添加してアルギン酸ゲルを形成した。なお、今回はゲルを形成
する溶液中に GOx を予め含ませて GOx 含有アルギン酸ゲルを作製した。そして、アルギン酸ゲルに内包
された GOx の活性を開回路電位イメージングにより測定した。GOx 含有アルギン酸ゲルの作製法および
測定手順を以下に示す。 
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① 1% (w/v) アルギン酸溶液と 1.3% (w/v) CaCl2, 40 mg mL-1 GOx 混合溶液（CaCl2溶液）を Milli-Q 水で
調製した。なお、今回はグルコースをゲルへ効率良く浸透させるために、ゲル膜厚が比較的薄くなる
アルギン酸および CaCl2 濃度の組み合わせを選択した[20]。また、22 mM グルコース, 0.09 mM 
K3[Fe(CN)6]混合溶液（測定液）を PBS で調製した。 
② デバイスを O2プラズマ処理後、実体顕微鏡下に置き測定液を滴下した。 
③ 開回路電位計測を行い電位が安定するまで待機した。その間、アルギン酸溶液 3 μL を CaCl2 溶液に





Fig. 6. 4  Gelling reaction of calcium-alginate hydrogels. (A) Two components of alginic acid. β-D-Mannuronic acid (M) and α-
L-guluronic acid (G). (B) Alginic acid is composed of three types of blocks which are M-, G- and MG-blocks. (C) Gelling reaction 
of alginic acid with calcium ion. 
 
 
6. 2. 3 ALP 検出 
 
 ES または iPS 細胞の未分化状態などの指標として用いられている ALP を開回路電位で検出可能か検討
するため、PAPP 溶液中に ALP を添加しイメージングを行った。Figure 6. 5(A)に示す酵素反応を利用し
て開回路電位が変化するのか確認した。また、上記の結果を踏まえ ALP の検量線を作成し定量性を確認




Fig. 6. 5  Potentiometric imaging of ALP. (A) Enzyme reaction of ALP and PAPP. (B) Illustration for detection of the enzyme 
reaction of ALP from EBs with PAPP. 




⑥ 0, 4.7 mM PAPP 溶液を Tris-HCl buffer（組成：500 mM Tris, 2 mM MgCl2）（pH 9.5）で調製した。また、
市販の ALP 溶液（10 mg/mL, Oriental Yeast Co., Ltd., Japan）を上記の Tris-HCl buffer で 100 倍希釈し、
100 μg/mL ALP 溶液を調製した。 
⑦ デバイスを O2プラズマ処理し、センサ部分に PAPP 溶液を滴下した。 
⑧ 参照極（Ag/AgCl 電極（飽和 KCl））および対極（Pt ワイヤ）を溶液中に挿入し開回路電位イメージ
ングを行った。そして、測定中にマイクロピペットで ALP 溶液を注入し開回路電位の変化を調べた。 
 
【ALP の検量線】 
① 9.4 mM PAPP 溶液（測定液 A）および 0, 0.20, 1.0, 2.0 または 10 ng mL-1 ALP 溶液（測定液 B）を Tris-
HCl buffer（前項同様）で調製した。なお、後の操作③で測定液 B を添加した際に ALP 最終濃度は 0, 
0.10, 0.50, 1.0, 5.0 ng/mL となる。 
② デバイスを O2プラズマ処理後、センサ部分に溶液 A を 1 mL 添加した。 
③ 参照極（Ag/AgCl 電極（飽和 KCl））および対極（Pt ワイヤ）を溶液中に挿入し、開回路電位計測を
行い電位が安定するまで待機した。 
④ 電位安定後に再度測定を開始し、100 s 後に溶液 B を 1 mL 添加しピペッティングで十分撹拌させた。 
⑤ 600 s 時の電位をプロットし検量線を作成した。 
 
【マウス ES 細胞スフェロイドの ALP 活性のイメージング】 
① 4.7 mM PAPP 溶液を Tris-HCl buffer（前項同様）で調製した。 
② デバイスを O2プラズマ処理後、実体顕微鏡下に置き PAPP 溶液を滴下した。 
③ 参照極（Ag/AgCl 電極（飽和 KCl））および対極（Pt ワイヤ）を溶液中に挿入した。 
④ マウス ES 細胞スフェロイド（Day 5, 500 cells/20 μL）を PAPP 溶液へ導入しイメージングを行った。




6. 3 結果と考察 
 
6. 3. 1 フェリシアン化物イオンの拡散イメージング 
 
 [Fe(CN)6]4-および[Fe(CN)6]3-の濃度比を電極反応で変化させ、開回路電位イメージングの基礎検討を行っ

















Fig. 6. 6  Potentiometric imaging for the generation of [Fe(CN)6]3- using the potentiostat mode. (A) Time-course images consisting 
of 12×15 signals from 26.2 to 96.2 s. (B) Chronopotentiograms. Red and blue represent signals from the electrodes indicated by 
the red and blue × symbols in Fig. 6. 6(A), respectively. 
 
 
6. 3. 2 GOx の開回路電位イメージング 
 
 開回路電位計測による GOx の定量解析およびイメージングの基礎検討を行った。[Fe(CN)6]3-を含んだグ
ルコース溶液に GOx を添加した直後、開回路電位が減少した（Fig. 6. 7(A)）。これは GOx の酵素反応によ
り[Fe(CN)6]3-が[Fe(CN)6]4-へ還元され、ネルンストの式に基づき濃度比（CFerri/ CFerro）が減少した事に起因
すると考える。また、時間経過に伴い開回路電位さらに減少したが、これは酵素反応が持続的に進行して
おり、反応が平衡に達しておらず CFerri/ CFerro が減少した事に起因すると判断した。なお GOx 添加前の電
位が測定毎に僅かに異なっていたが、これは分子吸着による電極表面状態の差異に由来すると判断した。
添加した各 GOx 濃度に対して、測定開始から 360 s 後の開回路電位をプロットした検量線を Fig. 6. 7(B)に




Fig. 6. 7  Potentiometric detection of GOx. (A) Chronopotentiograms for various GOx concentrations (0, 25, 50, 125 and 250 μg 
mL-1). The GOx solution was injected into a glucose solution containing [Fe(CN)6]3- on the device at 60 s. (B) Calibration curve 
for GOx concentration at 360 s.  





まれた GOx の酵素反応により周辺の CFerri/ CFerro が減少した事に起因すると考える。対してグルコースま
たはゲル中の GOx 非存在下において、ゲルが電極の直上に存在した際にも開回路電位が僅かに減少した
（Fig. 6. 8(B, C)）。これは酵素反応に由来するのではなく、ゲルから放出された物質（GOx など）が電極に





Fig. 6. 8  Potentiometric imaging of alginate hydrogels encapsulating GOx. (A-C) Potentiometric images of alginate hydrogels 
containing GOx. Optical image (left panel, 100 s) and potentiometric images consisting of 20×12 signals. The red dashed lines 
indicate the hydrogels. (A) A gourd-shaped hydrogel containing GOx was introduced into a glucose solution. (B) A spherical 
hydrogel containing GOx was added into a solution without glucose. (C) A spherical hydrogel without GOx was added into a 
glucose solution. White pixels in the potentiometric images represent signals from broken sensors. These hydrogels were moved 
at 50, 100, 150 and 200 s. (D) Chronopotentiograms from the electrodes indicated by the × symbols in Figs. 6. 8(A) (red), 6. 8(B) 
(blue) and 6. 8(C) (green). 
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6. 3. 3 ALP の開回路電位イメージング 
 
 PAPP 溶液で測定中に ALP を添加したところ、直後に開回路電位が減少した（Fig. 6. 9(A)）。これは ALP
の酵素反応により PAP とリン酸が PAPP から生成され事に起因すると考えられる。コントロール実験とし
てPAPPを含まない溶液にALPを添加したところ、開回路電位に殆ど変化が見られなかった（Fig. 6. 9(B)）。
これより PAPP、PAP およびリン酸が電位変化の原因であると示唆された。ALP 添加前の開回路電位が
PAPP の有無で異なることからも、PAPP が僅かに開回路電位に影響していると考えられる（Fig. 6. 9(C)）。 
 
 
Fig. 6. 9  Time-course potentiometric images for the ALP reaction (A: Injection of a PAPP solution, B: Injection of a solution 
without PAPP. (C) Chronopotentiograms from the electrodes indicated by the × symbols in Figs. 6. 9(A) (red) and 6. 9(B) (blue). 
 
 種々の濃度で ALP 溶液を PAPP 溶液に添加したところ、ALP 濃度の増加に伴い開回路電位が減少した
（Fig. 6. 10(A)）。また、測定開始から 600 s 後の電位をプロットし、0.10-5.0 ng mL-1の範囲で ALP の検量線
を作成できた（Fig. 6. 10(B)）。これより酵素反応時間を設定する事で、開回路電位計測でも ALP 濃度の定
量解析が可能であると示唆された。なお、クロノポテンショグラムにおいて ALP 溶液添加直後は電位が
大きく減少したが、以降はやや増加傾向にあり GOx 溶液添加の場合と逆傾向にあった。これは PAP が溶
存酸素で QI へと酸化され易く（特に高 pH 9.0～10 において）[21, 22]、さらに QI が加水分解され p-ベン
ゾキノンへと変化するため[23, 24]、これら生成物が影響して開回路電位を正にシフトさせたと考察した。 
 




Fig. 6. 10  Potentiometric detection of ALP. (A) Chronopotentiograms for various ALP concentrations (0, 0.10, 0.50, 1.0, 5.0     
ng mL-1). ALP solution was injected into the PAPP solution on the device at 100 s. (B) Calibration curve for ALP concentration at 
600 s. 
 
 実際に EB をセンサに置いてイメージングしたところ、EB 直下の電極で開回路電位が大きく減少した





と考えられる（Fig. 6. 11(B)）。なお、イメージングの結果において固定化 EB 近傍の方が生細胞と比較し




Fig. 6. 11  Potentiometric imaging of ALP from EBs. Optical and potentiometric images of living (A) and dead (B) EBs at 60 s. 
 
 
6. 4 まとめ 
 
 本章では Bio-LSI による非侵襲バイオイメージング法の実現を目的とし、開回路電位計測に基づくバイ
オイメージングを行った。レドックス対の拡散挙動を捉え、ネルンストの式の理論に従いイメージングを
行える事を確認した。さらに溶液中の GOx および ALP の定量分析や、アルギン酸ゲルに内包された GOx












 本章の内容は、“Potentiometric bioimaging with a large-scale integration (LSI)-based electrochemical device for 
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第 7章 LSI型電極アレイを用いた材料特性の電気化学イメージング 
 
 
 本章の内容の一部は、“Feedback mode-based electrochemical imaging of conductivity and topography for large 
substrate surfaces using an LSI-based amperometric chip device with 400 sensors”という題目で J. Electroanal. 




7. 1 はじめに 
 




解析するにはプローブ型電極を用いた走査型プローブ顕微鏡（Scanning probe microscopy; SPM）技術が効
果的であり、中でも走査型電気化学顕微鏡（Scanning electrochemical microscopy; SECM）は材料評価に幅
広く応用されている[1-3]。 
Fig. 7. 1  Various measurement modes of SECM (A) and electrode array device (B). 
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 SECM では様々な測定モードが考案されているが、中でも 1989 年に報告された Feedback および
Generation/Collection モードは最も基礎的なモードである[1, 5, 6]。Negative feedback モードでは、近接した
絶縁体により電極への物質供給が妨げられ、電流値の減少からサンプルの高さ情報等を取得できる（Fig. 
7. 1(A)）。また、Positive feedback モードでは導電体と電極間で酸化還元反応が繰り返し誘起され、電流値












功している（Fig. 7. 2）[8]。この際は Positive feedback モード、すなわち自己誘発レドックスサイクルを利
用して金属材料-センサ間で酸化還元反応（FcCH2OH 使用）を繰り返し誘導し、シグナル増加量から金属
分布を探った。本章では金属分布以外に、材料の表面形状および表面電荷の計測を試みた。表面形状計測
ではガラス基板上に作製した S-8 構造物を対象に Negative feedback モードを利用して電流イメージングを





Fig. 7. 2  Electrochemical imaging for conductive and insulating substrates (ref. [8]). (A) Detection outline. (B) Optical and 
electrochemical images of the substrate with Pt electrode possessing an X pattern.  
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7. 2 実験 
 
7. 2. 1 物質形状のイメージング 
 
 凹凸構造を有する絶縁体の形状を Bio-LSI で解析可能か検討した。そのために、フォトリソグラフィで
ガラス基板上に作製した SU-8 構造物を Bio-LSI のセンサ部分に置き Negative feedback を利用して物質形
状をイメージングした（Fig. 7. 3）。また、シミュレーションにより絶縁体-電極間距離の電流値への影響を
推算し、実験データとの整合性を検討した。以下に実験およびシミュレーションの手順を示す。なお、今
回使用した Bio-LSI は第 1 世代 Bio-LSI（Pt 電極, 直径：18 μm）である。 
 
【電流計測】 
① 約 5 mm 四方のガラス上に SU-8 3025 で風車形の微細構造を作製した（高さ約 25 μm）（Fig. 7. 3）。 
② 測定液として 1.0 mM FcCH2OH 溶液を 0.1 M KCl 溶液で調製した。 
③ デバイスを O2プラズマ処理後、実体顕微鏡下に置き測定液を加えた。 
④ 参照極（Ag/AgCl 電極（sat. KCl））および対極（Pt ワイヤ）を溶液中に挿入後、サンプル基板をセン
サ部に配置した（SU-8 構造を下向き）（Fig. 7. 3）。 
⑤ 全電極に 0.50 V 印加し FcCH2OH の酸化電流を検出しイメージングを行った。 
 
 
Fig. 7. 3  Detection outline of the insulating substrate modified with SU-8. 
 
【シミュレーション】 
 シミュレーションモデルは Fig. 7. 4 の通りである。設定した各パラメーターを Table 7. 1 に示す。なお、
FcCH2OH および FcCH2OH+ の拡散係数が等しいという仮定の下、シミュレーション中の化学種 2 つの濃
度の総和は常に 1.0 mM とみなした。 
 




Fig. 7. 4  Current simulation. (A) Configuration of the model. (B) Initial concentration and boundary conditions. 
 
 
Table 7. 1  Simulation parameters 
Initial concentration of FcCH2OH C0 = 1.0 mM 
Concentration of FcCH2OH at electrode surfaces C = 0 mM 
Diffusion coefficient of FcCH2OH and FcCH2OH+ D = 7.0×10-10 m2 s-1 
Gap length between insulation layer and electrodes 5 - 105 μm 
 
 
7. 3 結果と考察 
 
7. 3. 1 SU-8 構造物の物質形状イメージング 
 
 SU-8 構造物を有するガラス基板をセンサ部に接触させイメージングした結果を Fig. 7. 5(A)に示す。SU-
8 構造物で覆われた電極における電流値が他の領域と比較して大きく減少したが、これは SU-8 構造物の
アプローチによる電極への FcCH2OH 供給の阻害、すなわち Negative feedback に由来すると考えられる。
また、SU-8 構造物またはガラス基板に覆われた電極、および未被覆電極のクロノアンペログラムをそれ
ぞれ Fig. 7. 5(B)に示す。また、Fig. 7. 5(B)において測定開始から 120 s 時の電流値をまとめた結果は Table 
7. 2 の通りである。SU-8 構造物で覆われた電極の電流値が未被覆のものと比較して大幅に減少（76 %減
少）している事から、SU-8 下で Negative feedback が最も大きく作用していると示唆された。一方、SU-8
構造物より上へ 25 μm 離れたガラス下では電極との距離が離れているため、電流値の減少量が 43 %に留
まり Negative feedback が SU-8 下ほど作用しなかったと考えられる。以上の結果から、Negative feedback に







Fig. 7. 5  Electrochemical imaging for the topography of the insulating substrate. (A) Optical and electrochemical images after 
120 s of the potential step of the insulating substrate. (B) Chronoamperograms from the sensor under the glass, the sensor under 
the SU-8 layers and the uncovered sensor. These sensors are indicated by the × symbols (red: uncovered area, green: glass, blue: 
SU-8) in Fig. 7. 5(B). 
 
Table 7. 2  Currents at 120 s in Fig. 7. 5(B) 
Uncovered Under glass substrate Under SU-8 





 基板上の S-8 および電極間の距離（L）が 5 - 105 μm の場合の電流値変化のシミュレーション結果を Fig. 
7. 6 に示す。なお、電流値はセンサ部分中央付近の電極の値を用いた（Fig. 7. 6(A)）。Figure 7. 6(B)に L = 
25, 105 μm におけるアンペログラムを示す。L = 25 μm の方が大きく電流値が降下しており、これは実験と
同様 Negative feedback が大きく作用している事に由来すると考えられる。さらに L を 5 - 105 μm の範囲で
変化させ、測定シミュレーション開始から 120 s 時における電流値をまとめた結果を Fig. 7. 6(C)に示す。
未被覆の電極における電流値（L = 25, 105 μm）が 1.44 nA であり、実験結果（1.56 nA）と照らし合わせ大
きな差が無かった。被覆状態（L = 25, 105 μm）においても同様であり、これより実験結果の妥当性を確認
できた。また、絶縁体が電極へ接近するに従い電流値が減少、すなわち Negative feedback が大きく影響す
る傾向もシミュレーションから確認できた。 
 シミュレーション結果では、SU-8 構造物がウェルを完全に覆う場合（L = 5 μm）は電流値は約 0 nA で
あった。一方で実験値は 0.37 nA であったが、この値はシミュレーションにおける L = 25 μm の値とほぼ









Fig. 7. 6  Current simulation. (A) Model consisting of 400 electrodes, 400 microwells and an insulating substrate (not to scale). 
(B) Chronoamperograms of 1.0 mM FcCH2OH at the sensor under the insulating substrate and the uncovered sensor for electrode-
substrate distances of 25 and 105 μm. These sensors are indicated by the × symbols in Fig. 7. 6(A) (red: uncovered area, blue: 
glass). (C) Relationship between the electrode-substrate distance and the current after 120 s of the potential step. 
 
 
7. 4 まとめ 
 
 本章では、電極アレイシステムを用いた材料の表面形状および表面電荷計測の検討を目的とした。Bio-
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スサイクルを用いた多点計測システム（LRC-EC システム）での高感度化、第 4 章ではシグナル処理法に




第 1 章 序論 
 本論文全体の研究背景と研究の位置付けに関して紹介した。また、課題へのアプローチや結果の考察の












化を行った。作製したデバイスでフェロセンメタノールおよびマウス ES 細胞スフェロイドの ALP 活性を
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第 5 章 LSI 型電極アレイを用いた電流計測による新規イメージング法の開発 
 Bio-LSI の測定システムで、複数の化学種を同時計測する新規イメージング法の開発を目的とした。2 種
類の電位の印加、さらにはデータ補間プログラムを駆使した計測システムを新たに構築し、酵素膜やマウ






















第 7 章 LSI 型電極アレイを用いた材料特性の電気化学イメージング  
 物質形状および表面電荷計測に対する、電極アレイシステムの応用検討を行った。物質形状測定に向け
ては、Bio-LSI を用いた電流イメージングによりガラス基板上の SU-8 構造物の凹凸形状を確認した。シミ
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